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应 用 放射 性 自 显影 技术 检测 外 源 DNA 与 鸡精 子 的 结合 
DETECTING ASSOCIATION OF EXOGENOUS DNA WITH 
CHICKEN SPERM USING AUTORADIOGRAPHY 
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在 精子 介 导 外 源 DNA 转移 的 方法 学 研究 中 ， 外 源 DNA 能 否 与 精子 相 结 合并 且 进 入 精子 内 部 是 其 
关键 。Lavitrano 等 (1992) 认 为 ， 外 源 DNA 与 精子 混合 后 ， 二 者 具有 相互 结合 的 倾向 。 在 哺乳 动物 ， 已 
有 一 些 研 究 证 明 精 子 与 外 源 DNA 混合 培养 后 ， 在 精子 表面 结合 有 外 源 DNA， 并 且 有 少 部 分 遗传 物质 
进入 了 精子 的 内 部 。 鸟 类 精子 与 哺乳 动物 的 精子 在 形态 特征 等 方面 有 很 大 的 不 同 。 本 文 以 鸡 为 例 ， 采 用 
放射 性 自 显 影 方法 分 析 了 鸡精 子 与 外 源 DNA 的 结合 作用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 、，Lipofectin 购 自 美国 Gibco 公司 ， 核 酸 酶 I 购 自 华美 公司 ，;H-dATP 购 自 上 海原 子 能 


所 ( 比 度 25 Ciymmol， 浓 度 1 m Ci/ mj), 氨基 丙 基 三 乙 氧 基 二 甲 硅烷 为 Sigma 产品 ,Ptktpa(10.6 kb) 质 . 站 


粒 由 德国 Rottman 博士 赠送 ， 核 -4 乳胶 购 自 北京 原子 能 所 。 
12， 实验 方法 Q@ 质粒 DNA 的 标记 : 采用 随机 引物 法 标记 Ptktpa 质粒 ， 3H 标记 的 探 针 经 


Sephadax G-50 柱 层 析 纯化 ， 三 气 乙 酸 沉淀 法 测定 比 活 约 为 105 cpm /ug。@ 脂 质 体 -DNA 复合 体 的 制 3 
备 ， 取 2 hg Lipofectin、0.8 kg 标记 质粒 分 别 用 500 ul PBS 缓冲 液 稀释 ， 混 匀 质 粒 和 脂 质 体 -DNA 复合 
体 ， 室 温 解 育 15 min 以 形成 脂 质 体 - DNA 复合 物 。@ 精子 与 DNA 共 孵 育 : 人 工 采集 的 鸡 射出 精子 ( 活 3 
力 0.9 以 上 ) 用 2 ml 新 鲜 PBS 液 800 g 离心 清洗 2 次 ， 调 整 精子 密度 为 2 x 105 个 /ml。 取 上 述 精 子 悬 液 
1 ml 加 入 1 ml 脂 质 体 -DNA 混合 液 或 加 入 1 ml 含 0.8 ug /ml 标记 DNA 的 PBS 液 ，37C 解 育 1h。 离 和 
心 清洗 3 次 ， 稀 释 成 终 体积 2ml， 取 1 ml 用 于 铺 片 ， 另 1 ml 用 核酸 酶 I(100 jg /ml) 37C 消 化 1 h， 
离心 清洗 3 次 后 用 于 铺 片 。 在 速冻 致死 精子 的 试验 中 ， 精 子 与 DNA 混合 前 ，-70C 反复 冷冻 - 解冻 精子 3 
悬 液 杀 死 精子 。@ 放射 性 自 显影 检测 ， 取 100 同 精 子 悬 液 在 预先 用 氨基 三 乙 氧 基 二 甲 硅烷 处 理 过 的 琉 片 3 
(洁净 玻 片 浸入 2% 氨 基 丙 基 三 乙 氧 基 二 甲 硅烷 丙 酮 溶液 5 min， 迅 速 用 丙酮 洗 2 次 ， 燕 馏 水 洗 1 次 ， 
42 尼 气 干 过 夜 ) 上 铺 片 ， 晾 干 ， 在 乙醇 中 国定 30 min， 按 100%->95%->80%-> 50%-*30%-> 燕 馏 水 逐 3 
渐 降 低 的 乙醇 浓度 梯度 进行 水 化 ， 每 步 停 留 3 一 5 min， 晾 和 干 ， 均 匀 涂 抹 核 乳 胶 ，4 忆 黑暗 曝光 15 一 20 


天 ，Di， 显影 4 min，F; 定 影 10 min。 


pe 


2 结果 


鸡 新 鲜 精子 和 冷冻 致死 精子 都 可 以 与 外 源 DNA 结合 ， 结 合 有 外 源 DNA 的 比率 分 别 达到 11.8% 和 
14.0%， 但 用 核酸 酶 1 消化 处 理 后 ， 结 合 率 降 至 1% 以 下 。 用 -Lipofectin 处 理 促 进 了 新 鲜 和 精子 与 外 源 
DNA 的 结合 ， 结 合 率 达到 25.5%， 而 且 核酸 酶 消化 后 仍 有 6.5% 的 精子 结合 有 标记 的 外 源 DNA( 表 1)。 
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精子 与 外 源 DNA 的 相互 结合 
i 


On of exogenous DNA with fowl sperm 





核酸 酶 I 处 理 检查 精子 总 数 标记 精子 数 (%) 
a - 635 75(11.8) 
人 十 454 3(0.66) 
新 鲜 (活力 90%) 
— 506 129(25.5) 
| + 339 22(6.5) 
兰 一 528 74(14.0) 
冷冻 致死 (活力 0) 
三 十 295 2(0.68) 


在 相差 显微镜 下 ， 鸡 精子 的 顶 体 与 核 、 核 与 中 段 、 中 段 与 尾部 的 其 他 部 分 的 界限 不 甚 明显 。 根 据 长 
度 比例 推断 ，DNA 绝 大 多 数 结合 在 精子 的 头 部 和 中 段 。 


3 讨论 


鸡精 子 与 外 源 DNA 混合 培养 后 ，DNA 能 够 和 精子 相 结合 ， 这 种 结合 不 能 为 多 次 清洗 全 部 去 除 。 
这 与 在 哺乳 动物 上 进行 的 试验 结果 一 致 。 冷 冻 致死 精子 也 具有 与 外 源 DNA 相 结 合 的 能 力 。 这 似乎 说 
明 ， 精 子 与 外 源 DNA 的 结合 是 一 种 非特 异性 结合 ， 没 有 精子 主动 摄取 的 过 程 。Lavitrano 等 (1992) 证 
实 ， 除 核酸 外 其 他 多 京 阴 离子 (如 肝素 、 硫 酸 葡 训 糖 等 ) 和 低 等 电 点 的 蛋白 质 都 可 与 精子 相 结合 ， 从 而 推 
断 分 子 电荷 在 核酸 与 精子 的 结合 中 起 重要 作用 。 本 文 结果 从 另 一 角度 证 明了 精子 与 外 源 DNA 存在 非特 
异性 结合 。 

不 同 动物 精子 与 外 源 DNA 的 结合 能 力 不 同 。 结 合 在 动物 精子 表面 不 能 为 清洗 所 去 除 的 外 源 DNA 
是 否 部 分 进入 了 和 精子 的 内 部 存在 分 歧 。 较 多 的 试验 认为 有 小 部 分 DNA 进入 了 精子 内 部 ， 但 也 有 相反 结 
论 的 报道 。Atkinson 等 (1991) 发 现 结合 在 精子 表面 的 外 源 DNA 可 以 进入 和 牛 精 子 内 部 ， 却 不 能 进入 昆虫 
精子 内 部 。 本 文 发 现 ， 在 没有 脂 质 体 介 导 的 情况 下 核酸 酶 降解 了 与 鸡精 子 相 结 合 的 外 源 DNA， 这 说 明 
外 源 DNA 只 是 结合 在 鸡精 子 的 表面 。 脂 质 体 的 介 导 不 仅 提高 了 外 源 DNA 与 鸡精 子 的 结合 率 ， 而 且 这 
种 结合 不 能 为 核酸 酶 多 部 去 除 。 由 于 脂 质 体 与 DNA 形成 复合 体 后 能 够 保护 部 分 DNA 免 受 核酸 酶 的 降 
解 作用 ， 因 而 不 能 断定 这 部 分 不 能 为 核酸 酶 和 清洗 所 去 除 的 外 源 DNA 是 否 已 经 进入 了 鸡精 子 的 内 部 ， 
而 且 这 小 部 分 外 源 DNA 在 受精 过 程 中 有 可 能 被 提 入 卵子 。 
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